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Badanie aktywnosci enzymow watrobowych u kréw
miecznych w powiazaniu z wybranymi wskaznikami
gospodarki lipidowej

Zaklad Profilaktyki Nieplodnosci Instytutu Weterynarii ul. Poznarska 35, 62-020 Swarzedz

Summary

Studies on the activity of selected hepatic enzymes in dairy
cows in conjunction with lipid metabolism markers

The aim of the study was to determine the influence of
disturbed lipid metabolism in dairy cows on the functional
condition of the liver. The laboratory investigations have
been performed on 48 black-white breed cows divided into
four groups: 4 and 2 weeks before parturitation and 1-2
and 5 weeks after delivery. In spite of the markers of fat
metabolism (NEFA, TG and total cholesterol), it has been
possible to determine the activity of GGTP, LDH and
AspAT.

The results indicate an impairment in the liver function
during disturbed lipid metabolism in cows. The changes
had a subclinical character and were more pronounced
after parturitation. The activity of hepatic enzymes, par-
ticularly GGTP, in useful for diagnosis of subclinical di-
sturbances of liver functions in the course of lipid
metabolism disturbances. The enzyme activity should be
analysed together with fat metabolism markers mainly
with a concentration of NEFA.

Poczatek laktacji stanowi u kréw okres gwaltownego przy-
spieszenia metabolizmu kosztem ostabienia mechanizmdéw je-
go regulacji. Hormonalne przestawienie przemiany ustrojowej
w tym okresie oraz gwaltowny wzrost zapotrzebowania na
energi¢ i sktadniki niezbgdne do produkcji mleka sprawiaja,
ze u wysoko wydajnych kréw mlecznych moze dochodzi¢ do
zaburzed czynnosciowych lub niecodwracalnych zmian stru-
kturalnych w narzadach ukfadu trawiennego, w tym gléwnie
w watrobie (5, 6, 13). Badania wielu autoréw potwierdzity
wystepowanie u okoto 60% kréw zmian zwyrodnieniowych
w tym narzadzie o charakterze stluszczenia (7, 11, 13, 14).
Schorzenie rozwija si¢ przy podwyzszonym poziomie wol-
nych kwaséw tluszczowych we krwi oraz obnizonej sekrecji
lipoprotein, warunkujacych usuwanie resyntetyzowanych w
watrobie tréjglicerydéw (8). W bezobjawowym przebiegu
schorzenia organizm uruchamia mechanizmy obronne w po-
staci zahamowania owulacji lub obumierania zarodkéw, pro-
wadzac do ograniczenia rozrodczosei (1, 2, 4, 10). Niezaleznie
od powikian rozwijajacego si¢ zespotu chorobowego, bez-
spornym pozostaje fakt, ze proces odkladania thuszezu w wa-
trobie narusza prawidtowos¢ funkcji tego narzadu, mogac w
konsekwencji prowadzi¢ do zatamania homeostazy ustrojowej
i §mierci zwierzgcia.

Celem podjetych badan byta analiza aktywnosci enzyméw
watrobowych w powiazaniu z wybranymi wskaZnikami prze-
miany ttuszczowej u kréw mlecznych.

Materiat i metody

Badaniem objeto 48 kréw rasy czarno-biatej z 90% dole-
wem krwi HF, w wieku 4-8 lat, klinicznie zdrowych, pocho-
dzacych z czterech gospodarstw woj. poznariskiego. Wszystkie
zwierzeta utrzymywano w warunkach chowu alkierzowego,
na stanowiskach uwieziowych. W okresie badan dzienng da-
wke zywieniowa stanowito 20 kg kiszonki z kukurydzy, 15 kg
kiszonki z lici buraczanych oraz 3 kg stomy jeczmiennej. W
formie uzupetnienia zwierz¢tom podawano macerat sporza-
dzony z plew pszennych, wywaru zytniego, melasy i mieszan-
ki 02, ktérego 1 kg zawierat 29,5 biatka ogélnego oraz 34,0
suchej masy i posiadal warto$¢ energetyczng 0,451 j.o. Ponad-
to przez caly rok krowy otrzymywaly lizawke lub Polfamix M
oraz pasze treSciwa, podawana indywidualnie, w postaci mie-
szanki B w ilosci 3,5-9,5 kg w zaleznosci od wydajnosci mle-
ka, ktéra wynosita Srednio w obiekcie A 6 tys.,, B 5, C 41D
3-3,5 tys. kg mleka rocznie. W okresie zasuszenia dawka pa-
szy tresciwej wynosita 1 kg w 3 m-cu przed wycieleniem, 2 w
drugim i 3 kg w ostatnim miesiacu cigzy.

Krew do badafi pobierano czterokrotnie, w 4 i 2 tygodniu
przed porodem - badanie 11 2 oraz 1-2 i 5 tygodniu laktacji
— badanie 3 i 4. Przeprowadzone badania biochemiczne obej-
mowaly oznaczanie stgzenia cholesterolu catkowitego, tréjglice-
rydéw (TG), aktywnosci aminotransferazy asparaginianowej
(AspAT), gamma-glutamylotransferazy (GGTP) i dehydroge-
nazy mleczanowej (LDH), metodami enzymatycznymi oraz
poziomu wolnych kwaséw ttuszczowych (WKT) metoda
kolorymetryczna wediug Duncombe (3).

Oznaczenia enzymatyczne wykonano przy uzyciu gotowych
zestawdw diagnostycznych ,,Biochemtest” 1 POCh ,,.Diagnostic”
produkcji polskiej. Wyniki badari laboratoryjnych poddano
analizie statystycznej przy uzyciu testu t-Studenta.

Wyniki i oméwienie

Uzyskane wyniki badai biochemicznych krwi w zakresie
gospodarki lipidowej wskazuja na zachwianie ustrojowej
przemiany thuszezowej u kréw w okresie okotoporodowym,
objawiajace si¢ po porodzie gwaltownym wzrostem stgzenia
WKT oraz obnizeniem poziomu tréjglicerydéw i cholesterolu
we krwi (ryc. 1, 2, 31 4). W zakresie st¢zenia WKT u wszy-
stkich zwierzat obserwowano w tym okresie wzrost wartosci
tego parametru $rednio z 0,19-0,48 mmol/l w badaniu 1, do
0,60-1,10 mmol/l w badaniu 3. Poziom tréjglicerydéw u
wszystkich badanych zwierzat ulegal niewielkiemu podwy-
7szeniu w ostatnim okresie ciazy (badanie 2), a nastgpnie
obnizeniu, wykazujac w badaniu 4. ponownie tendencj¢ wzro-
stowg. Warto§é tego parametru w badaniu drugim mieScita
sie w granicach 0,27-0,66, w 3. 0,22-0,30 i 4. 0,35-0,65
mmol/l. Zmianom tym towarzyszyto obnizenie poziomu cho-
lesterolu catkowitego w 1-2 tygodniu po porodzie, Srednio
do 2,23-2,45 mmol/l w poréwnaniu z wartosciami tego para-
metru, uzyskanymi w poszczeg6lnych grupach, w czasie ko-
lejnych badafi. Stwierdzone zmiany w zakresie gospodarki
lipidowej byly najwyrazniej zaznaczone w grupie A, §j. u
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Ryc. 2. Objasnienia jak w ryc. 1

kréw, u ktérych potrzeby energetyczne byly najwigksze, w
zwiazku z najwyzsza wydajnoscia mleka. Odbiciem tego byto
réwniez najwigksze u tych zwierzat zwickszenie wartosci
WKT/TG (ryc. 5). Obnizenie poziomu tréjglicerydéw 1 cho-
lesterolu, z réwnoczesnym wzrostem wartosci tego ilorazu,
uznawane jest przez wigkszo$é autoréw jako charakterysty-
czny objaw w przebiegu zaburzer o charakterze zespolu sthu-
szczenia u kréw (5, 7, 9, 16).

Ryc. 4. Objasnienia jak w ryc. 1

Odzwierciedleniem stanu czynno§ciowego watroby w prze-
biegu stwierdzonych zaburzeri przemiany ttuszczowej bylo
zachowanie sie oznaczanych enzyméw watrobowych (tab. 1).
Ubaldi (17) uwaza oznaczanie LDH u kréw w czasie ciazy
i laktacji jako przydatne w wykrywaniu zaburzed przemiany
ttuszczowej o réznym stopniu nasilenia. W badaniach wias-
nych aktywnos$¢ tego enzymu byta zmienna, przy czym naj-
wyzsze warto§ci zanotowano u kréw grupy A, u ktérych
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Tab. 1. Aktywno$¢ enzyméw watrobowych w surowicy
7.0 1
lei .
Wskaznik Grupa Kolejne badania
T 3 4
A 750 1180* 1087* 883
LDH B 1025 825 1191% | 1136
ui
C 883 900 951 825
D 619 771 916 825
~— A 34,6 34,4 60,8* 46,5%
D #—=n— M
Aol B 80,9 67,0 71,0 39,3*
T T 1 T T un
-4 =2 0 2 5 C 62,2 62,3 73,4 72,8
POROD D 423 | 458 50,2 64,7
Ryc. 5. Warto$¢ ilorazu WKT/TG u kréw grupy A, B, C i D, w ostat- A 20,4 24,1 35.9% 46,6
nim m-cu przed porodem oraz w pierwszych S-ciu tygodniach laktacji GGTP B 25,9 22,9 21,9 246
Ul
. : . . L C | 254 25,2 24,6 25,0
zaburzenie przemiany ttuszczowej bylo najwyrazniej zazna- |
czone. Ze wzgledu na zjawisko izoenzymii wiekszosé auto- i D __ I 250 28.9 309 IO

réw podziela poglad, iz wieksza swoistoscia watrobowa
charakteryzuje si¢ GGTP, ktdrej zmiana aktywnosci w suro-
wicy najczulej odzwierciedla stopieri stluszczenia tego narzg-
du (5, 6, 18). Znalazlo to potwierdzenie w wynikach badan
wlasnych, gdzie wzrost aktywnosci GGTP po porodzie,
stwierdzony u kréw grupy A, korelowat ze zmianami w za-
kresie wskaZnikéw przemiany tluszczowej. U zwierzat tej
grupy zanotowano 1,5-krotny wzrost aktywnosci tego enzymu
w badaniu 3. oraz ponad 2-krotny w 5. tygodniu po porodzie.
Pomimo istniejacego zjawiska izoenzymii, z cata pewnoscia
mozna przyja¢ watrobowe pochodzenie GGTP we krwi,
§wiadczace o glebokim uszkodzeniu struktur komdrkowych
hepatocytéw. Za podobna interpretacja przemawiaja wyniki
innych autoréw (12, 14), ktérzy udowodnili watrobowe po-
chodzenie tego enzymu w przebiegu zaburzenia przemiany
lipidowej, potaczonego ze sttuszczeniem narzadu. W bada-
niach wiasnych stwierdzonym zmianom aktywnosci GGTP
towarzyszyla transaminazemia, spowodowana podwyzsze-
niem aktywnoSci AspAT $rednio o 80% tuz po porodzie i
40% w 5 tygodniu laktacji. Herdt (10) uwaza AspAT jako
enzym w pelni odzwierciedlajacy stopier stluszczenia watro-
by. Wigksza trudnos¢ interpretacji otrzymanych wynikéw
sprawia zachowanie si¢ tego enzymu u pozostalych zwierzat,
zwlaszcza w odniesieniu do kréw grupy B i C. U zwierzat
tych, przy braku zmiany aktywnosci GGTP w ciagu kolejnych
badan, notowano podwyzszone wartosci AspAT. Mozna przy-
puszczad, ze stwierdzony brak korelacji w zachowaniu sie¢
obu enzyméw mdgt byé spowodowany ré7nym pochodze-
niem oznaczanej AspAT. Wzrost aktywnosci tego enzymu w
surowicy moze by¢ wynikiem przenikania do krwi jego fra-
kcji cytoplazmatycznej lub mitochondrialnej. Obie frakcje
wystepuja w watrobie. Wiadomo, ze frakcja cytoplazmatycz-
na AspAT moze przenika¢ do krwi w ostatnim okresie ciazy,
W nastepstwie zmiany przepuszczalnosci blony komérkowej
hepatocytow, spowodowanej w tym okresie obciazeniem
przemiany ustrojowej. Zwickszona aktywnos$¢ tego enzymu
we krwi zwykle pojawia si¢ w 6-8 tygodniu przed porodem,
po czym moze ulega¢ stopniowemu lub catkowitemu wyeli-
minowaniu z krwiobiegu w okresie bliskim porodowi (15).
Obserwowany w badaniach wtasnych wzrost aktywnosci
AspAT u kréw grupy A po porodzie, wystepujacy réwnolegle
ze wzrostem GGTP, mogt by¢ nastepstwem uwolnienia fra-
keji AspAT, zwigzanej z mitochondriami hepatocytéw wsku-

Objagnienia: * — réznica statystycznie istotna dla p < 0,05, ** — rznica
statystycznie istotna dla p < 0,01.

tek strukturalnego ich uszkodzenia. Przedstawione zachowa-
nie si¢ AspAT poddaje w watpliwosé przydatnosé diagnosty-
czng tego enzymu jako wskaZnika odzwierciedlajacego
zaburzenia o charakterze zespotu sttuszczenia. Poglad ten
znajduje potwierdzenie w wynikach badafi innych autoréw.
Sokol i wsp. (14) nie stwierdzili jakiejkolwiek zaleznosci po-
migdzy stopniem sttuszczenia watroby i aktywnoscia AspAT,
natomiast Reid i wsp. (13) zalecaja oznaczanie aktywnosci
tego enzymu jako przydatne w rozpoznawaniu stluszczenia
watroby jedynie przy proporcjonalnyim wzroscie WKT oraz
obnizeniu poziomu glukozy.

Przedstawione wyniki badaid biochemicznych krwi wska-
zuja na uposledzenie czynnos$ci watroby w stanie zaburzonej
gospodarki lipidowej u kréw. Zmiany te, przy znacznym na-
sileniu, moga prowadzi¢ do uszkodzenia hepatocytéw.
Stwierdzone zaburzenia mialty charakter podkliniczny i byty
bardziej zaznaczone u kréw po porodzie.

Wnioski

1. U wysoko wydajnych kréw mlecznych w koAcowym
okresie ciazy dochodzi do zaburzenia przemiany ttuszczowe;j,
a nastepnie po porodzie do naruszenia czynnosci watroby.

2. Wybrane enzymy watrobowe, a zwlaszcza GGTP, sa
przydatme w wykrywaniu podklinicznych zaburzefi czynnosci
watroby w przebiegu zakldconej gospodarki lipidowej, przy
czym winny by¢ one analizowane tacznie ze wskaZnikami
przemiany thuszczowej, w tym gléwnie stgzeniem wolnych
kwasow ttuszczowych.
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Przydatnos¢ jednowarstwowych hodowli komorek
do wykrywania wirusa pryszczycy

Zaklad Badania Pryszczycy Instytutu Weterynarii, ul. Wodna 7, 98-220 Zduiiska Wola

Summary

Usefulness of cell lines for the detection of foot and mouth
disease virus

The growth power of different cell lines: calf kidney,
heart fibroblasts, thymus and foetal testicles, as well as
porcine kidney in 17 types of media prepared on the
basis of Hanks, Eagle’s and Parker’s media were stu-
died. The conditions for the preparation of cell suspen-
sions for deep freeze storage and the optimal conditions
for cell growth after thawing were determined. The ti-
ters and intensity of CPE od FMD virus, type A, O and
C, propagated in cell cultures obtained directly after
trypsinization and after 6 months of storing the cells in
liquid nitrogen (-196°C), were similar in calf kidney
cells, pig kidney cells and calf thyroid cells. No cyto-
pathic effects were observed in cultures of calf heart
and foetal calf testicles infected with FMDYV type A, O
and C.

Hodowle komoérek odgrywaja istotna rol¢ w doskonaleniu
metod diagnostycznych oraz produkcji szczepionek przeciw-
ko pryszczycy. Wrazliwos$¢ komérek na zakazenie wirusem
pryszczycy zalezy od obecnosei na ich powierzchni odpo-
wiednich receptoréw (5). Posiadaja je tkanki réznych gatunkéw
zwierzat (1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13).

Celem podjetych badai byto okreslenie optymalnych wa-
runkéw wzrostu jednowarstwowych hodowli komérek: nerek,
migsnia sercowego i jader ptodéw cielat oraz nerek prosiat 1
tarczycy cielat. W drugim etapie okre§lano wrazliwos¢ na za-
kazenie wirusem pryszczycy hodowli uzyskanych bezposred-
nio po trypsynowaniu tkanek oraz po przechowywaniu
komoérek w temperaturze -196°C

Materiat i metody

Zwierzeta. Nerki, serca i jadra pochodzity od 3 — 6-
miesiecznych plodéw cielat. Nerki prosiat pobierano od zwie-
rzat o masie okolo 3 kg. Tarczyce uzyskiwano od 4 —
6-miesigcznych cielat.

Podtoza. Zastosowano 17 modyfikacji podiozy wzrosto-
wych Hanksa, Eagle’a i Parkera. Wszystkie podtoza zawieraty
30 pg/ml gentamycyny i 25 pg/ml amfoterycyny. Wprowa-
dzone modyfikacje przedstawiono w tab. 1.

Hodowle komérkowe. Hodowle uzyskiwano przez
trypsynowanie tkanek w temperaturze 37 lub 4°C wg ogdlnie
przyjetej metodyki. Komérki liczono w komorze Biirkera po
zabarwieniu blekitem trypanu i okre§lano odsetek komérek usz-
kodzonych. Zawiesiny w podtozach wzrostowych dzielono na
dwie czg¢sci: z jednej bezposrednio po trypsynizacji zaktada-
no hodowle komérek, druga przeznaczano do zamrozenia w
cieklym azocie. Inkubacja odbywata si¢ w temperaturze
37°C. Komérki tarczycy cielgcej umieszczano w cieplarce z
przeplywem COa.

Przechowywanie komdérek w ciektym azo-
cie. Do zamrazania komérek nerek, jader, migsSnia sercowe-
go plodéw cielat i nerek prosigt uzywano ptynu Hanksa z
dodatkiem 15% DMSO (Dimethyl Sulfoxide) i 15% surowicy
cielecej. Komdrki tarczycy zamrazano w ptynie Eagle’a z do-
datkiem 15% DMSO oraz 15% surowicy ptodowej. Osad ko-
moérek zawieszano w mieszaninie zamraziajacej tak, aby w
koncowym efekcie uzyskaé okoto 3 x 10" komérek/ml. Za-
wiesine rozlewano do 2 ml amputek po 1,5 ml. Amputki umie-
szczano w styropianowym pudetku i przechowywano do
nastepnego dnia w zamrazarce (-20°C). Nastepnie przenoszo-
no do ciektego azotu w naczyniach Dewara.

Zaktadanie hodowli z komérek przecho-
wywanych w cieklym azocie.Powyjeciu z ciekfe-
go azotu amputki wktadano do tazni wodnej o temperaturze
okolo 40°C. Zawarto$¢ ampulki przenoszono do probéwki,
rozcieficzano podlozem wzrostowym i wirowano przy 1000
obr./min. przez 5 minut. Osad komérek zawieszano w podiozu
wzrostowym. Komérki ponownie liczono oraz okreslano od-
setek komorek uszkodzonych. Hodowle zaktadano na mikro-
plytkach, w probéwkach 1 w butelkach Roux.

Mianowanie wirusa pryszczycy. Miano
TCIDsp wirusa pryszczycy namnozonego w nablonku jezy-
kéw bydlecych okreslano na podstawie zmian cytopatycznych
w hodowlach przygotowanych z komérek bezposrednio po
trypsynowaniu tkanek oraz z komdrek przechowywanych w
temperaturze -196°C. Wyniki obliczano metoda Reeda i Mu-
encha (4) i podano w log TCIDso/ml.

Wyniki i oméwienie

Z danych przedstawionych w tab. 2 wynika, ze najlepszy
wzrost hodowli komérek nerek, jader, mig$nia sercowego plo-
déw cielat oraz nerek prosiat uzyskano stosujac podloze o
skladzie: plyn Hanksa z dodatkiem 10% surowicy cielgcej,
0,5% hydrolizatu laktoalbuminy i 1% buforu Hepes oraz pod-



